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Spinal muscular atrophy  (SMA)  is a genetic disorder characterized by  the degeneration of 
spinal  cord  motorneurons  (MNs),  resulting  in  muscular  atrophy  and  weakness.  SMA  is 
caused by  loss or mutation of  the Survival motor neuron 1 gene  (SMN1),  lead  to  reduced 
SMN protein level and selective dysfunction of MNs. SMN is ubiquitously present in all cells 
and  is  essential  for  the  assembly  of  small  nuclear  ribonucleoproteins  (snRNPs), which  is 
important for pre‐mRNA splicing requirements. In the neuron, SMN is also essential for the 
transport  of  mRNA  to  axonal  terminals  for  growth,  pathfinding  and  elongation.  SMN 
reduction causes neurite degeneration and cell death without classical apoptotic  features, 
but the direct events leading to MN degeneration in SMA are still unknown. Autophagy is an 
important biological process  that  is essential  for  the  removal of damaged organelles  and 
toxic  substances or proteins  through  lysosome degradation.  It  includes  several  sequential 
steps  including  nucleation,  double  membrane  formation,  and  maturation  of 
autophagosomes,  and  finally  autophagosome  fusion  to  the  lysosomes  for  degradation. 
Autophagy is being a primary target for the treatment of many neurodegenerative diseases. 
Accumulation  of  autophagosomes  in  neurites  observed  in  several  neurite  degenerative 
models  suggests  a  close  relationship  between  the  autophagy  and  neurite  collapse.  An 
accumulation  of  autophagosomes  causes  axonal  transport  disruption,  interference  of 




Smn  decrease  causes  neurite  degeneration  and  non‐apoptotic  cell  death  in  cultured 
embryonic  mouse  MNs.  Over‐expression  of  Bcl‐XL,  an  anti‐apoptotic  and  autophagy 
inhibitor protein counteracts this effect. We have analyzed changes of autophagy markers in 
Smn‐reduced MNs from lentivirus Smn knockdown and SMA type I transgenic mice models 
and we have observed  that Smn  reduction  causes an  increase of autophagy markers and 
autophagosome accumulation. Treatment with autophagy activators, autophagy  inhibitors 
or proteasome inhibitors induce changes of Smn protein level in MNs suggesting the role of 
autophagy  and  proteasome  in  the  regulation  of  Smn  protein  in  these  cells.  Finally,  the 
calcium dependent protease  calpain  is also  involved  in Smn  stability, endogenous  calpain 
reduction  increases Smn protein  level. Together all these results contribute to new  insight 











































per  a  l’assemblatge de  les  ribonucleoproteïnes petites  (snRNP) que  són  importants per  a 
l’splicing  dels  pre‐mRNA. A  les  neurones,  l’SMN  també  és  essencial  per  al  transport  dels 
mRNA als  terminals, cosa que permet el creixement, el guidatge  i  l’elongació axonal. S’ha 
descrit que la reducció d’SMN causa la degeneració de les neurites i la mort cel∙lular sense 




com  la nucleació,  la  formació de doble membrana,  la maduració dels autofagosomes  i  la 
fusió  dels  autofagosomes  amb  els  lisosomes  per  ser  degradats.  L’autofàgia  és  una  diana 
principal  per  al  tractament  de  moltes  malalties  neurodegeneratives.  L'acumulació 
d’autofagosomes  a  les  neurites  que  s’observa  en  diversos  models  de  degeneració  de 
neurites  suggereix  que  existeix  una  relació  estreta  entre  l'autofàgia  i  el  col∙lapse  de  les 
neurites. Una acumulació d’autofagosomes provoca  la  interrupció del  transport axonal,  la 
interferència  del  trànsit  dins  l’espai  intracel∙lular  i  provoca  la  degeneració  dels  axons. 
L'objectiu d’aquest estudi és analitzar el paper de  l'autofàgia en  la patologia de  l’SMA, els 
mecanismes que regulen la degradació de la proteïna SMN i l'origen de la neurodegeneració 
en  les  MN  de  la  medul∙la  espinal.  Amb  aquesta  finalitat,  hem  reduït  la  proteïna  SMN 
utilitzant el mètode de silenciament amb lentivirus. En cultius de MN embrionàries de ratolí, 
la disminució d’SMN provoca  la degeneració dels axons  i  la mort no apoptòtica d’aquestes 
cèl∙lules.  La  sobreexpressió  de  Bcl‐XL,  una  proteïna  anti‐apoptòtica  i  inhibidora  de 
l'autofàgia, contraresta aquest efecte. Hem analitzat els canvis en els marcadors d’autofàgia 




canvis  en  els  nivells  de  la  proteïna  SMN  en  les MN,  la  qual  cosa  suggereix  un  paper  de 
l'autofàgia  i  el  proteasoma  en  la  regulació  de  la  proteïna  SMN  en  aquestes  cèl∙lules. 
Finalment, la proteasa dependent de calci calpaïna també està involucrada en l'estabilitat de 
l’SMN,  ja que  la  reducció de  la calpaïna endògena augmenta els nivells de proteïna SMN. 





































La  atrofia  muscular  espinal  (AME)  es  un  trastorno  genético  caracterizado  por  la 
degeneración de  las neuronas motoras (MN) de  la médula espinal que resulta en atrofia y 
debilidad  muscular.  La  AME  está  causada  por  la  pérdida  o  mutación  del  gen  de  la 
supervivencia de las neuronas motoras 1 (SMN1), cosa que conduce a una reducción de los 
niveles de la proteína SMN y una disfunción selectiva de las MN. La proteína SMN es ubicua 
en  todas  las  células y es esencial para el ensamblaje de  las  ribonicleoproteínas pequeñas 
(snRNP)  que  son  importantes  para  el  splicing  de  los  pre‐mRNA.  En  las  neuronas,  SMN 
también  es  esencial  para  el  transporte  de  los  mRNA  terminales,  cosa  que  permite  el 
crecimiento,  la dirección y  la elongación axonal. Se ha descrito que  la  reducción de SMN 
causa  la degeneración de  las neuritas y  la muerte celular sin  las características apoptóticas 
clásicas, pero los eventos directos que conducen a la degeneración de las NM en la AME son 
aún  desconocidas.  La  autofagia  es  un  proceso  biológico  esencial  para  la  eliminación  de 
orgánulos  dañados  y  de  substancias  o  proteínas  tóxicas mediante  la  degradación  en  el  
lisosoma. La autofagia incluye diversos pasos secuenciales como la nucleación, la formación 
de  la  doble  membrana,  la  maduración  de  los  autofagosomas  y  la  fusión  de  los 
autofagosomas con  los  lisosomas para ser degradados. La autofagia es una diana principal 
para  el  tratamiento  de  muchas  enfermedades  neurodegenerativas.  La  acumulación  de 
autofagosomas en  las neuritas que se observa en diferentes modelos de degeneración de 




AME,  los mecanismos  que  regulan  la  degradación  de  la  proteína  SMN  i  el  origen  de  la 
neurodegeneración  en  las  NM  de  la  médula  espinal.  Con  este  fin,  hemos  reducido  la 
proteína  SMN  utilizando  el método  de  silenciamiento  con  lentivirus.  En  cultivos  de  NM 
embrionarias de ratón,  la disminución de SMN provoca  la degeneración de  los axones y  la 
muerte  no  apoptótica  de  estas  células.  La  sobreexpresión  de  Bcl‐XL,  una  proteína  anti‐
apoptótica  e  inhibidora  de  la  autofagia,  contrarresta  este  efecto.  Hemos  analizado  los 
cambios  en  los  marcadores  de  autofagia  en  las  NM  en  cultivo  con  SMN  reducida  con 
lentivirus  y  en  cultivos  de NM  de modelos  de  ratón  transgénicos  de AME  tipo  I. Hemos 
observado que la reducción de SMN provoca un aumento de los marcadores de autofagia y 
acumulación de  autofagosomas. Además,  el  tratamiento  con  activadores de  la  autofagia, 
inhibidores de autofagia o  inhibidores del proteasoma  induce cambios en  los niveles de  la 
proteína SMN en las NM, la cual cosa sugiere un papel de la autofagia y el proteasoma en la 
regulación de  la proteína  SMN en estas  células.    Finalmente,  la proteasa dependiente de 
calcio calpaina también está  involucrada en  la estabilidad de SMN, ya que  la reducción de 
calpaina endógena aumenta los niveles de proteína SMN. Conjuntamente, estos resultados 





































































































































































































































































































3‐MA           3‐Methyladenin 
AAV     Adeno‐associated virus 
AD           Alzheimer Disease 
AIF           Apoptosis Inducing Factor 
Akt           Protein kinase B, PKB 
ALS           Amyotrophic lateral sclerosis 
AMPK          AMP Activated Protein kinase (or) 
                      Adenosin Monophosphate activated Protein Kinase 
Apaf‐1         Apoptotic protease activating factor‐1 
APP           Amyloid Precursor Protein 
ASO     Antisense oligonucleotides 
Atg           Autophagy 
ATP     Adenosine 5’‐triphosphate 
ATPase         Adenosine 5’trisphosphatase 
Aβ           Amiloid beta 
B27           B27 neuron supplement 
Bad           BCL‐2‐associated death promoter protein 
BafA1          Bafilomycin A1 
Bak           BCL‐2‐antagonist/killer‐1 
Bax           BCL‐2‐associated X protein 
Bcl‐10          BCL‐2‐like‐10‐protein 
Bcl‐2           B‐cell lymphoma‐2‐protein 
Bcl‐W           BCL‐2‐like‐2‐protein 
Bcl‐xL           BCL‐2‐like‐extra large protein 
BDNF           Brain‐derived neurotrophic factor 




Bik           BCL‐2‐interacting killer 
Bim           BCL‐2‐like‐11 protein 
BMP           Bone Morphogenetic Protein  
BSA           Bovin Albumin Serum 
CLC           Corticotrophin‐like cytokine 
CNS           Central Nervous System 
CNTF           Ciliary neurotrophic factor 
CNTFRα         CNTF receptor alpha 
CT‐1           Cardiotrophin‐1 
Cyt C           Cytochrome C 
DAG           Diacylglycerol 
DD           Death Domain 
DISC           Death‐inducing signaling complex 
DMEM         Dulbecco’s modified Eagle’s Medium 
ER           Endoplasmic reticulum 





FADD           Fas‐Associated protein with Death Domain 
Fas           Apoptosis antigen 
FasL           Fas Ligand 
FasR           Fas Receptor 
FDA     Food and Drug Administration 




GDNF           Glial cell line‐derived neurotrophic factor 
GFL           GDNF family ligand 
GFP           Green Fluorescent Protein 
GFRα           GDNT family receptor‐α 
GHEBS          Glucose‐HEPES buffer saline 
GP130          Glycoprotein 130 
HAT     Histone acetylation 
HD           Huntingtin Disease 
HEK293         Human Embryonic Kidney 293 
HEPES          (4‐(2‐hydroxyethyl)‐1‐piperazineethanesulfonic acid) 
HGF           Hepatocyte growth factor 
HI‐HS           Heat inactivated‐Horse serum 
hnRNP         heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
Hsp           Heat shock protein 
Htt           Hungtingtin 
IAP           Inhibitor of apoptosis proteins 
IL           Interleukin 
JAK           Janus Kinase transcription factor 
L15           Leibovitz’s medium 
L15c           L15 complete 
LB           Lysis Buffer 
LC3           Microtubule‐associated protein 1 light chain 3 
LIF           Leukemia inhibitory factor 
LIFRβ           LIF Receptor beta 
MAP           Mitogen acitated protein 




Met           Mesenchymal epithelial transition factor HGF receptor                             
MN           Motoneuron 
MPT           Mitochondrial permeability transition 
mTOR          mechanistic Target of Rapamycin 
mTORC         mTOR complex  
mtSMA         SMA type I mice mutant 
N2           N2 neuron supplement 
NAIP     Neural Apoptosis Inhibitory Protein 
NBM           Neuro basal medium 
NBMc          Neurobasal medium complete 
NCAM          Neural cell adhesion molecule 
NT           Neural Tube 
NF‐kB           Nuclear Factor kappa B 
NGF           Nerve Growth Factor 
NMJ     Neuromuscular junction 
Noxa           Phorbol‐12‐myristate‐13‐acetate‐induced protein 1 
NTF           Neurotrophic Factor 
OSM           Oncostatin M 
P/O           Poly‐DL‐ornithine 
P/S           Penicillin and Streptomycin 
PCD           Programmed cell‐death 
PD           Parkinson Disease  
PDK1           Phosphoinositide‐dependent kinase‐1 
PE           Phosphatidylethanolamine  
PEI           Polyethylenamine 




PI3K           Phosphatidylinositol 3‐kinase 
PI3P           Phosphatiylinositol‐3‐phosphate 
PIP           Phosphatidylinositol phosphate 
PLC           Phospholipase C 
PNS           Peripheral Nervous System 
PS     Pluripotent stem cells 
Puma           p53 upregulated modulator of apoptosis 
RA           Retinoic acid  
Ret           Receptor tyrosine kinase 
RIP           Receptor interacting serine/threonine protein 
RNA     Ribonucleic acid 
RNAi     RNA interference 
ROS           Reactive oxygen species 
SBMA          Spinobulbar muscular atrophy 
SCA           Spinocerebellar ataxias 
SERF1     Small EDRK‐Rich Factor  
Shh           Sonic hedgehog 
shRNA         small hairpin RNA 
siRNA     small interference RNA 
SMA           Spinal muscular atrophy 
SMN           Human Survival Motoneuron protein 
Smn           mouse Survival Motoneuron protein 
SMN           Survival Motoneuron gene 
SMN∆7     SMN protein lacking exon 7   





SOD1           Superoxide dismutase Protein 1 
SQSTM         Sequestosome  
SR     serine/arginine 
SRSF     serine/arginine splicing factor 
STAT           Signal Transducer and Activator of Transcription 
TAD           Trans activation domine 
TF           Transcription Factor 
Tg     Transgenic 
TGF           Transforming Growth Factor  
TNF           Tumor Necrosis Factor 
TNFR           TNF receptor 
TRADD         TNF receptor type 1‐associated death domain 
TRAF           TNFR Associated Factor 
TrK           Tyrosine Kinase receptor 
TSC           Tuberous sclerosis complex 
Ub     Ubiquitination 
ULK1           UNC‐51‐like kinase 1 
UNRIP     UNR interacting protein 
UPS     Ubiquitin proteasome system 
V‐ATPas         Vacuolar H+ ATPase 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































kinesins and dyneins are  small molecular motors  that moves  the cargos  in  specific 
directions. Kinesin, move towards the plus end of microtubules (plus‐end directed motors) 
and participate in antrograde transport, which is selectively transporting molecules from the 
cell  body  to  axon  and  dendrites.  On  the  contrary,  dyneins  move  towards  minus  end 
direction  (minus‐end directed motors) participate  in  retrograde  transport along dendrites 
(Hirokawa  &  Takemura.  2005)  (Figure  6).  These  motors  utilize  the  energy  of  the  ATP 
hydrolysis to move unidirectionally along the microtubules. Therefore, neuronal transport is 




synaptic  terminals.  These  include  the  components  of  synaptic  vesicles  and  plasma 
membrane at synaptic terminals,  ion channels, adhesion molecules and molecules that are 
present  in growth cones. Mitochondria are also  included  in  the  transport. Molecules  that 
are transported in dendrites include those associated to the postsynaptic structures such as 
neurotransmitter  receptors,  ion  channels  and  specific  mRNAs  (El‐Husseini  et  al.  2001). 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































BDNF  is  a member of  the neurotrophin  family. BDNF binds  to  the  tyrosine  kinase 
TrkB receptor and  induces activation of downstream signaling cascades such as MAPK/ERK 
and PI3K/AKT pathway responsible for cell survival (Kim 2014). Deficiency in BDNF signaling 
causes  striatal  degeneration  in  Huntington  disease  model  (Maryna  et  al.,  2004).  In 
Alzheimer  disease,  reduction  of  BDNF  expression  increases  GSK3β  protein,  which  is 
responsible for neurodegeneration. Expression of BDNF  inhibits the activation of caspase‐3 
and apoptotic cell death in neuroblastoma cells and protects for degeneration (Kim . 2014). 
BDNF and Neurotrophin‐3 are mainly considered  to be  important agents  for  repairing  the 
injured spinal cord (Boyce & Mendell. 2014).  
1.10.2.	Ciliary	Neurotrophic	Factor	(CNTF)	
CNTF  is a member of  the  cytokine  family of NTFs  that  contain  interleukin 6  (IL‐6), 
leukemia  inhibitory factor (LIF),  interleukin 11 (IL‐11), oncostatin M (OSM), cardiotrophin‐1 
(CT‐1)  and  corticotrophin‐like  cytokine  (CLC)  (Weisenhorn  et  al.  1999; Dutta et  al.  2007). 
CNTF play a significant role in brain development, improve spinal cord injury and enhances 
survival  of  Dorsal  Root  Ganglia,  hippocampal,  striatal  and  retinal  neurons  (Stockli  1991; 
Winter  et  al.  1995;  Peterson  et  al.  2000;  de  Almeida  et  al.  2001).  CNTF  promotes 
regeneration of  the skeletal muscle and survival of MNs  in a variety of models  (Pun et al. 
2006; Lee & Rydyznski et al. 2013). CNTF signals through the complex of CNTFRα, LIFRβ and 
GP130 receptor activating downstream cascades  including JAK/STAT (Heinrich et al. 1998), 
PI3K/AKT, MAPK/ERK  and  NF‐kB  pathways  (Frank  &  Greenberg  1996; Middleton  2000). 
Activation  of    STAT    and NF‐kB  increases  transcription  of  neuroprotective molecules  and 
increases cell survival (Dutta et al. 2007). CNTF also contributes in adult and embryonic MN 
development (Liu et al. 2014) and it promotes axonal regeneration and functional recovery 









(Oppenheim  et  al.  2001).  CT‐1  signal  through  the  gp130/LIFRβ  receptor  complex  and 
activates several signaling pathways including JAK/STAT. By CT‐1 binding to its receptor, JAK 






MNs  (Henderson et al. 1994). All GFLs  signal  through either a common Receptor  tyrosine 
kinase  (Ret)  or  through  the  neural  cell  adhesion  molecule  (NCAM)  in  cells  lacking  Ret 
(Durbec  et  al.  1996;  Paratcha  et  al.  2003).  Ret  is  activated when  GFLs  first  bind  to  the 
specific  glycosylphosphatidylinositol‐linked  co‐receptor  named  GDNF  family  receptor‐α 
(GFRα). RET  activates  several pathways,  including  the PI3K/AKT  and MAPK/ERK pathways 
(Vega 1996; van Weering & Bos 1998). GDNF plays a critical role  in entire nervous system 
development  (Lin et al. 1993; Zhu et al. 2014). During brain  injury,  the presence of GDNF 
increases survival through activation of MAPK/ERK signaling pathway (Jezierski et al. 2014). 























































































































































































































The  extrinsic  pathway  initiates  apoptosis  through  transmembrane  receptor‐
mediated interactions. It consist of death receptors that are members of the tumor necrosis 
factor (TNF) receptor gene superfamily (Locksley et al. 2001). These receptors share similar 
cysteine‐rich  extracellular  domains  and  have  a  cytoplasmic  domain  called  death  domain 
(Ashkenazi & Dixit 1998). This death domain plays a critical  role  in  transmitting  the death 
signal  from  the cell surface  to  the  intracellular signaling pathways. The best‐characterized 





TNF  ligand  to  TNF  receptor  results  in  the binding of  the  adaptor protein  TRADD  and  the 
recruitment of  FADD  and RIP.  FADD  associates with procaspase‐8  via dimerization of  the 




The  intrinsic  signaling  pathway  initiates  apoptosis  through  non‐receptor mediated 
stimuli  that  produce  intracellular  signaling  directly  on  targeting  cells  or  through 
mitochondrial‐initiated  events.  The  absence  of  certain  growth  factors,  hormones  and 
cytokines  lead  to  apoptosis  due  to  the  failure  of  suppression  of  cell  death  programs.  In 
addition,  other  stimuli  including  radiation,  toxins,  hypoxia,  hyperthermia,  viral  infections 
and free radicals, mediate cell death through mitochondrial‐initiated apoptosis. All of these 
stimuli cause changes in the inner mitochondrial membrane.  
This results  in an opening of  the mitochondrial permeability  transition  (MPT) pore, 
releases  of  cytochrome  c  (Cyt  C)  into  the  cytosol  (Saelens  et  al.  2004).  Cyt  C  binds  and 





caspase‐3.  Caspase‐3  activation  leads  to  the  condensation  of  chromatin  and  DNA 
fragmentation, as a characteristic feature of apoptotic cell death (Ulukaya et al. 2011).  
Apoptosis  is  regulated  by  numerous modulators  including  changes  in  Ca2+  influx, 
Bcl‐2  family proteins, p53,  caspases or  IAPs  (Ruchaud et al. 2002; Mattson & Chan 2003; 
Hoetelmans  et  al.  2003;  Dubrez‐Daloz  et  al.  2008;  Alsafadi  et  al.  2009),  and  some 
intracellular organelles such as mitochondria or endoplasmic reticulum (Breckenridge et al. 
2003;  Gershoni  et  al.  2009).  The  Bcl‐2  protein  family  governs mitochondrial membrane 
permeability  either  by  pro‐  or  anti‐  apoptotic  proteins  (Cory &  Adams  2002).    The  anti‐
apoptotic  proteins  are  Bcl‐2,  Bcl‐X,  Bcl‐XL,  Bcl‐XS,  Bcl‐w,  and  BAG.  The  pro‐apoptotic 
proteins are Bcl‐10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim and Bik (Elmore 2007). Puma and Noxa are two 



























































































































or non‐functional proteins  in order  to maintain  cell homeostasis.  It  is a  catabolic process 
that  degrades  the  cellular  components  through  the  autophagosome  fusion  with  the 
lysosome.  It  is  an  important  process  in  the  biological  functions  such  as  cell  survival,  cell 
death,  cell metabolism,  development,  aging,  infection,  and  immunity  (Mizushima  et  al. 
2008).  Basal  level  of  autophagy  should  be maintained  in  order  to  ensure  the  balanced 
cellular metabolism. The  failure  in autophagy may underlie  individual cell dysfunction and 
causes  cell  death.  Excessive  or  insufficient  autophagic  activity  in  neurons  lead  to  altered 
homeostasis and influences their survival rate and may cause neuronal degeneration (Wong 
& Cuervo 2010). 
There  are  three  types  of  autophagy  in  eukaryotic  cells:  macroautophagy, 
microautophagy and chaperone‐mediated autophagy (CMA). (i) Macroautophagy is the best 
characterized autophagy, it is characterized by the formation of double‐membrane vesicles 
called  autophagosomes,  that  originate  from  ER,  Golgi  complex,  and  mitochondria. 
Autophagosome  wraps  a  portion  of  cytoplasm  or  organelle  which  are  subsequently 
delivered to the  lysosome. (ii) Microautopagy, the cytosolic components are directly taken 
up  into  the  lysosome/vacuole  lumen by  itself.  (iii) Chaperon‐mediated autophagy  involves 
the  translocation  of  unfolded  proteins  across  the  limited  membrane  of  the  lysosome 
through  a molecular  chaperon, Heat  shock  protein  (Hsp  70)  for  degradation  (Figure  14). 
When  the  process  is  characterized  by  the  selective  degradation  of  peroxisomes  or 






























































































































Autophagy  initiation  begins  with  the  formation  of  isolated  membranes  in  the 
cytoplasm  called phagophore.  The membrane  source  from where phagophore  initiates  is 




al.  2010).  The  phagophore  engulfs  the  cytoplasmic  cargo  by  elongation  and  forms  the 
autophagosome. The formation of new autophagosomes requires the activation of the class 
III  phosphatidylinositol  3‐kinase  (PI3K).  Phosphatidylinositol‐3‐phosphate  (PI‐3‐P),  the 
product  of  Vps34,  plays  a  significant  role  in  the  activation  of  phagophore  formation. 
Pharmacological  inhibition  of  Vps34  activity  by  3‐methyladeine  (3‐MA)  or  PI3K  inhibitors 




mainly  phosphorylates  PI  4,5‐bisphosphate  to  produce  phosphatidylinositol  3,4,5‐
trisphosphate.  (ii)  the  class  III  PI3  K/h  Vps34  only  phosphorylates  PI  to  generate 
phosphatidylinositol 3‐phosphate  (PI3P).  (iii) class  II PI3 K, which appears  to catalyze PI3P 
and PI 3,4‐bisphosphate from PI (Backer 2008). The class I PI3‐ K is a heterodimer consisting 
of  a  p85  regulatory  and  a  p110  catalytic  subunit  and  is mainly  activated  via  the  insulin 
receptor.  The  binding  of  insulin  receptors  activates  AKT  by  two  kinases:  PDK1 
(Phosphoinositide‐dependent  kinase‐1)  and mTORC2.  The  fully  activated AKT  acts  on  the 
tuberous  sclerosis  complex  (TSC1‐TSC2)  and  Rheb,  leads  to  activation  of  mTORC1  and 
subsequently suppress the autophagy (Reiling & Sabatini 2006). The class III PI3 K/h Vps34 is 




The  activity  of  Vps34  is  enhanced  by  its  interaction  with  Beclin‐1  (Furuya  et  al.  2005). 
























































































































































Autophagosomes after maturation  fuse with  the  lysosomes  to  form autolysosomes 
or autophagolysosomes (Mizushima 2007). The inner membrane of the autophagosome and 





Different  signaling  mechanisms  are  known  to  modulate  autophagy  in  mammalian  cells 
(Mehrpour et al. 2010). The  classical  regulation of autophagy  is maintained by  the mTOR 
pathway  (Efeyan  et  al.  2012).  mTOR  forms  two  distinct  complexes,  mTOR  complex  1 
(mTORC1) and mTOR complex 2 (mTORC2) (Laplante & Sabatini 2012). The serine/threonine 





cell  cycle    and  cell  survival  through  PKA‐induced  PI3  K/Akt  pathway  (Cutler  et  al.  1999; 
Schmelzle et al. 2004). Nutrient deprivation inhibits mTORC1 activity and induces autophagy 
to recycle intracellular constituents to provide a source of energy.  
Rapamycin  is a potent  inducer of autophagy by  inhibiting mTORC1 and    it  is widely 
used as an autophagy inducer in therapeutic conditions (Kamada et al. 2004). In mammalian 
cells, rapamycin helps raptor‐mTOR association and inhibits mTORC1 kinase activity (Kim et 
al.  2002).  In  neurodegenerative  diseases  autophagy  induction  favors  the  clearance  of 










ER. The binding releases   Ca2+  into  the cytoplasm  that elicits a range of cellular responses 
(Berridge  1993).    Thus,  Ca2+  induction  suppress  the  inositol  pathway  that  activates 
autophagy.  An  elevated  level  of  intracellular  Ins(1,4,5)P3    decreases  autophagosome 
formation.  Drugs  like  lithium,  carbamazepine  or  valproic  acid  can  lower  inositol  action, 
induce autophagy and  facilitates  the  clearance of    cellular  components without  inhibiting 
mTOR activity (Sarkar 2013). 
2.5.	Control	of	autophagy	by	the	Ca2+	pathway	
Autophagy  can  be  regulated  by  changes  in  intracellular  Ca2+  levels  (Gordon  et  al. 
1993). Increase of  intracellular Ca2+    inhibits the autophagosome formation (Williams et al. 
2008a). Ca2+ influx induces the activity of the calpain proteases, calpain 1 and calpain 2 (Goll 
et al. 2003; Williams et al. 2008). The activation of calpain by Ca2+ channel openers or by 
overexpression  of  calpain  2  inhibits  autophagy  (Williams  et  al.  2008).  Pharmacological 
inhibitors of calpains (calpeptin) or its genetic knockdown increases autophagic flux through 
mTOR  independent  pathway.    Calpain  modulation  of  autophagy  is  mediated  by  the 
cleavage‐dependent activation of the α‐subunit of heterotrimeric G‐proteins that  increases 
the  activity  of  adenylate  cyclase    generating  cAMP  (Williams  et  al.  2008). Many  cellular 





and neuroprotection  (Mariño et al. 2011).  In neurons, cellular division  is mostly  limited  in 
developmental  stages,  and  mature  neurons  cannot  proliferate  unlike  other  cells.  It  is 
important  to remove damaged organelles and misfolded proteins  that  forming aggregates 
inside neuron to maintain healthy survival. Hence, the maintenance of a proper intracellular 
quality control is one of the most important processes that neurons should facilitate.  
Autophagy  has  been  implicated  in  several  human  diseases,  including 
neurodegenerative  disorders  such  as  Alzheimer’s  disease  (AD),  Parkinson’s  disease  (PD), 
Amyotrophic  lateral  sclerosis  (ALS),  Huntington’s  diseases  (HD),  Spinobulbar  muscular 
atrophy  (SBMA), Spinocerebellar ataxias  (SCAs)  (Zoghbi & Orr 2000; Ross & Poirier 2004). 



















































































































































































































































































































































































































fungi,  bacteria,  invertebrates,  plants  and  insects.  Its  function  is  to  protect  protein 
denaturation and the  integrity of cells against various environmental stress  like heat, cold, 
desiccation, dehydration and oxidation (Chen & Haddad 2004). It is not clear how Trehalose 





Resveratrol  is a plant product  commonly  found  in  the  root of  Japanese Knotweed 
and  the  skin of  red grapes. Resveratrol helps  in plant  to produce phytoalexin, a chemical 
protection response against harmful stimuli like UV radiation, infection or other pathogenic 
threats  (Jeandet  et  al.  2013).  Resveratrol  induces  autophagy  through  cAMP  signaling 
pathway  in mTOR  independent  process  (Chen  et  al.,  2013).  It  increases  intracellular Ca2+ 
that results in the phosphorylation and activation of AMPK (Zhang et al., 2014). Resveratrol 












genetic diseases that affects 1  in 6000 to 10000 newborn  (Pearn 1978). SMA  is caused by 
mutation or deletion of the telomeric gene copy, Survival Motor Neuron 1 (SMN1)  located 
on human chromosome 5q13 (Lefebvre et al. 1995). Humans have two identical SMN genes 
one  copy  of  SMN1  in  the  telomeric  position  and  multiple  copies  of  SMN2  gene  in 
centromeric position. Both genes are essential  for  the synthesis of Survival Motor Neuron 
(SMN)  protein.  SMA  affected  individual  have  at  least  one  copy  of  SMN2  gene  and  the 





present  in this area: SMN, Neural apoptosis  Inhibitory Protein  (NAIP), p44 encodes a basal 
subunit of transcription  factor TFIIH, Small EDRK‐Rich Factor  (SERF1)  (Lefebvre et al. 1995; 






























































































































































































































































































































































SMA.  Impaired  swallowing  and  ventilator  insufficiency  are  frequent  in  Type  II 
patients.  The majority of patients with  SMA  type  II  survives until  age of  four  and 
sometimes reaches adulthood stage. 







are  distinguished  by  later  onset  during  adulthood.  Age  of  onset  is  not  explicitly 
defined  but  is  often  considered  to  be  at  age  of  30  or  later  (Castro &  Iannaccone 
2014).  
 





Severe  muscle  weakness  and 







Before 18 months  Ability  to  sit  but  not  to  walk 
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for  some  distance  and  less 
severe  respect  to  SMA  type  I 
and II. 
Adulthood 








SMN  is  a  ubiquitously  expressed  protein  with  a  molecular  weight  of  38  kDa.  It 




of  nuclear  RNAs.  SMN  binds  or  associates with many  binding  partner  proteins  and  form 
complexes  involved  in  many  cellular  functions.  For  example,  snRNP  biogenesis,  axonal 





proteins  in  the  nucleus  where  they  accumulate  in  structures  called  Cajal  bodies.  These 



























































































































































































































































































































































































































Proteasome  is  a  large,  barrel‐shaped  protease  complex  that  removes  the 
intracellular misfolded, oxidized or  aggregated proteins  in  the presence of ubiquitin  (Ub) 
and ATP. The UPS (ubiquitin proteasome system) is one of the most significant degradation 
mechanisms that remove the aggregated or misfolded proteins. This pathway composes of 
the  Ub‐conjugating  system  and  the  26S  proteasome,  whereas  the  latter  degrades 
polyubiquitin‐conjugated proteins via a multicatalytic proteinase complex. The conjucation 
of Ub  to  the protein  substrate proceeds by  step wise process.  It has been described  that 
proteasome has a direct effect on SMN degradation  in SMA derived cell  lines (Chang et al. 




Neurons depend on Ca2+  level  to maintain many  functions  including  cell  survival. 
Ca2+ activates cysteinyl/thiol proteases consist of several tissue‐specific isoforms (n‐calpains) 
and two ubiquitous isozymes (µ‐calpain and m‐calpain). The ubiquitous µ‐calpain (calpain I) 






















Due  to  limited  availability  of  suitable  human  material  they  are  many  animal  models 
available  to  study  the  SMA disease.  The development of  the  animal models helps  in  the 
identification and validation of the efficacy of potential therapeutics for the disease.  
Table 3. Percentage of SMN genome identity (similarity) within species 
  Human  Mouse  Zebrafish  C.elegans 
Human   100  83 (88)  52 (66)  36 (56) 
Mouse   ‐  100  52(66)  38 (58) 
Zebrafish  ‐  ‐  ‐  37 (58) 
C.elegans  ‐  ‐  ‐  100 
3.5.1.	Caenorhabditis	elegans	
The nematode C. elegans  is used as an efficient model for studying several disease‐
related  gene  expression  and  function. Genetic mutation  in C.  elegans  can be  induced by 
exposing worms  to mutagens,  like  ethylmethanesulfonate  (EMS)  and  gamma  irradiation. 
RNA  interference (RNAi)‐mediated knockdown of gene expression  is also useful by feeding 
worms with small interfering RNA (siRNA) libraries. The C. elegans genome contains a single 




RNAi  causes  larval  lethality  suggesting  that  Smn‐1  is  essential  for  survival  of  C.  elegans 
animals (Miguel‐Aliaga et al. 1999). The developmental defects and the embryonic lethality 
limited  further  investigation  on  postembryonic  roles  of  SMN.  In  Smn1  (ok355)  deletion 
allele,  in which  the Smn1  translational  start codon  is  removed. Therefore,  the deletion of 
Smn1  in maternal shows  late  larva arrest, reduced  lifespan as well as  impared  locomotion 
and loss of MNs (Briese et al. 2009).  
3.5.2.	Drosophila	melanogaster	
The  Drosophila  genome  contains  a  single  copy  of  SMN  ortholog,  Smn, with  41% 
sequence homolog to human SMN1. A SMA Drosophila model was established when several 





the  late  larval  stage due  to  the presence of maternal wild‐type Smn. The  resulting  larvae 










pronounced  axon  routing  and  arborization  defects  (Rajendra  et  al.  2007).  Presence  of 
maternal wild‐type Smn protein helps in survival of mutant Smn zygotic, and mutant larvae 
show  severe motor  abnormality  and  lead  to  paralysis  in  the  later  stages.  This  delayed 
lethality  helps  in  understanding  the  effect  of  decreased  activity  of  Smn  in  the 
neuromuscular system from Drosophila model organism (Chan et al. 2003). 
3.5.3.	Zebrafish		




organization,  this model  is well  suitable  for  the  study of neuromuscular defects  and MN 
diseases  (Ramesh et al. 2010). The optical  transparency of  zebrafish embryos offers MN’s 
accessibility  , which can be manipulated  in vivo  for  imaging, electrophysiology, and motor 
behavioral studies (McLean & Fetcho 2011).  
A  zebrafish model  of  SMA was  created  by morpholino  antisense  oligonucleotide 
knockdown technique to reduce the endogenous Smn protein  level. The results show that 
fishes with defects  in MN axonal outgrowth and pathfinding during development, without 






of  Smn  reduction. Whereas  injection  of  purified  U  snRNP  into  Smn  or  Gemin2‐deficinet 
embryo  rescues  the phenotype. Therefore,  the  study  indicates  that  the effects  caused by 
Smn  or  Gemin2  reduction  in  MNs  can  be  originated  from  insufficient  levels  of  snRNP 
synthesis (Winkler et al. 2005). 
Reducing Smn  levels  in single MNs  in zebrafish,  it has been  found  that defects are 
due to a cell‐autonomous function of Smn in MNs and constitutes the primary discovery of 
morphological  abnormalities  during MN  development  in  response  to  low  levels  of  Smn. 
These data  reveal  that early  reduction of Smn protein  severely  compromises motor axon 
outgrowth showing the essential role of Smn in MN development (McWhorter et al. 2003).  








Similar  to  other  subprimates,  mouse  contains  only  one  Smn  gene.  Therefore, 
complete  Smn  gene  knockout  Smn(‐/‐) null mice  leads  to massive  cell death during early 





The  type  I  SMA mouse model was  generated  by  introducing  one  normal  copy  of 
human  SMN2  transgene  to  Smn +/‐ mouse, generating a Smn‐/‐;  SMN2tg/tg. These mice 
have  normal  number  of  embryos  with  correct  number  of  MNs  at  birth.  However,  the 
























































































































































































































the  data  from  transgenic  animal models,  it was  clear  that  increased  SMN  protein  levels 
would correct the SMA before symptoms are seen. Application of some of the strategies can 




replace  the  SMN1  gene  using  gene  therapy,  and  to  substute MNs  or muscle  cells  using 
embryonic stem cells. 
3.6.1.	Antisense	oligonucleotides	(ASO)	
Using ASO  therapy  the  inclusion of exon7 was enhanced and    the amount of  full‐
length SMN protein level was increased (Castro & Iannaccone 2014). SMN2 splicing inclusion 
improves the life span of severe Δ7 SMA mouse model, increases Smn protein and improves 
motor  function  (Naryshkin et al. 2014). Gene  therapy appears  to be efficient  in  improving 
survival  in  a  severe mouse model  of  SMA.  It  is  necessary  to  find  a  better  route  for  the 






brain  barriers  (Zanetta  et  al.  2014).  AAV9  injection  into  SMA∆7 mice  showed  increased 
levels of SMN protein. The most important result is that it improves the survival of treated 
mice for more than 250 days (Valori et al. 2010). Phase I trial was already started with SMA 
type  I  infant.  However,  the  optimal  route  of  delivery  for  the  vector  is  still  under  study 
(Zanetta et al. 2014).  
3.6.3.	Drug	treatment	
  In  order  to  increase  the  transcriptional  level  of  SMN  protein,  SMN  promoters 
activatiors have been used. The SMN gene has a reproducible pattern of histone acetylation 
that  is highly conserved among different  tissues and species. The  transcriptional start site 
consist of relatively high level of histone acetylation (HAT), whereas region further upstream 




HAT,  a  post‐translational  modification  of  nucleosomal  histones  that  influences  gene 
expression.  HATs  promotes  gene  transcription  by  relaxing  chromatin  structure  and 
facilitates  access  to  DNA  by  the  transcriptional  machinery,  whereas  HDAC  promotes  a 
condensation  of  chromatin  state  and  transcriptional  repressor  (Kernochan  et  al.  2005). 
Thus, HDAC  inhibitors,  increases  full‐length  SMN2  transcription  level  and  protein  level  in 
SMA patient‐derived  lymphoblastoid  cell  lines. Administration of  sodium butyrate, one of 
the HDAC  inhibitor to the pregnant mothers of SMA transgenic mice  improves the survival 
of its off‐springs (Chang et al. 2001). Other HDAC inhibitors such as phenulbutyrate, valproic 
acid,  and  suberoyl  anilide  hydroxamic  acid  increased  the  SMN2  promoter  activation,  full 
length  SMN mRNA  synthesis  and  protein  level  increase  in  SMA  patient‐derived  cell  lines 
(Sumner et al. 2003; Andreassi et al. 2004; Kernochan et al. 2005). 
  Another  drug  that  actively  increases  SMN2  gene  expression  is  hydroxyurea. 





2011). Primary neural  stem  cells derived  from  spinal  cord demonstrated  improvement of 
the  spinal  muscular  atrophy  phenotype  in  mice,  but  this  major  source  has  limited 
translational  application  (Corti  et  al.  2010).  Embryonic  stem  cells  can  differentiated  into 
neural stem cells and then functional MNs by using RA, shh and NTF  (Wichterle et al. 2002; 
Shin et al. 2005).  Investigation  in use of genetically engineered  induced pluripotent  stem 
(PS) cells for the utilization of the disease model and as cell source for cell transplantation 
(Corti et al. 2012). For this, they generated SMA human PS by non‐viral or non‐integrating 










Olesoxime  (TRO19622)  is a molecule, cholesterol‐like structure  that displays strong 
neuroprotective and promotes survival of MNs in culture. In 2010, efficacy and safety study 
of  olesoxime  was  conducted  in  150  SMA  patients  (Trophos.  2010).  FDA  accepts  it  for 

















































































































Hypothesis: Autophagy  is  a  cellular  regulatory  process  that  has  been  recently  related  to 
neurodegenerative  disorders.  Accumulation  of  autophagosomes  can  originate  neurite 
collapse  or  accumulation  of  toxic  proteins  into  the  neurons.  Given  the  importance  of 
autophagy homeostasis in the nervous system it is relevant to demonstrate the contribution 
of autophagy malfunctions  to  the development of  several neurological diseases. SMA  is a 
genetic disease associated to the reduction of SMN protein and to the perturbation of the 
axonal  transport  and  MN  degeneration.  It  is  possible  that  increased  autophagosome 
accumulation  perturbs  axonal  transport,  leading  to  progressive  neuronal  dysfunction. 
Moreover,  the  analysis  of  SMN  protein  regulation  is  one  of  the  major  goals  of  SMA 





















































































































To prepare  the  culture dishes  stock  solution of 10 mg/ ml poly‐DL‐ornithine  (Sigma) was 
dissolved  in boric‐borate buffer to a working concentration of 35 µg/ml. The culture plates 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































The  cells  were  maintained  in  100  mm  diameter  culture  plates  (p100)  (Falcon  Labware 
Discovery,  BD  Bioscience). When  they  reached  80‐90%  confluence,  they were  detached 
mechanically from the plate (without using tripsinization), centrifuged approximately 130 g 
for  5 minutes  and  divided  1:10  or  1:20.  The  cells were  incubated  at  37˚C  in  controlled 
atmosphere  (5 %  CO2)  incubator.  The  culture medium was  changed  every  2‐3  days.  To 





resuspended  in the appropriate medium and grown  in culture dishes  in the  incubator with 
controlled CO2 atmosphere. 
To  freeze  the  cell  lines,  cells  were  detached  using  1‐2  ml  of  the  culture  medium  and 
collected into a conical bottom centrifuge tube. DMEM medium was added to a final volume 
of 10 ml and centrifuged at 130 g  for 5 minutes. The medium was aspirated and  the cell 
pellet was  resuspended  in  freezing medium  (90% HI‐FBS  and  10% DMSO)  at  the  ratio  of 






















shRNA sequences were cloned  into  the BgI  II/HindIII sites of pSUPER.retro.puro. Lentiviral 
constructs were generated by digesting pSUPER.retro.puro and pLVTHM vectors with EcoR1 





envelope  expressing  plamid.  pLVTHM,  psPAX2,  and  pMD2G were  kindly  provided  by Dr. 
Trono  (Université  de  Genève,  Geneva,  Switzerland).  Lentiviruses  were  propagated  in 
HEK293  cells  using  polyethylenimine  (PEI)  (Sigma)  cell  transfection  method.  Twenty 
micrograms of pLVTHM containing target gene (SMN or calpain or EV), 13 μg of pSPAX2, and 


























For  lentiviral  transduction, MNs were  plated  in  4‐well  dishes  and  3  h  later  the medium 




Spinal cords were  fixed  in 4% paraformaldehyde  in 0.1 M phosphate buffer  (PB) at pH 7.4 
overnight. The  samples were  cryoprotected with 30%  sucrose  in PB, embedded  in Tissue 
Freezing Medium (TFM, Triangle Biomedical Sciences, Durham, NC, USA), frozen and stored 








incubated  for  60 minutes with  NeuroTrace  530/615  Red  Fluorescent  Nissl  stain  (1:300), 































































































































































  BafA1    50nM  4hrs  Sigma 
  NH4CL  10mM  4hrs  Sigma 
  3‐MA  5mM  12hrs  Calbiochem 
Autophagy 
modulator 
Inducer      Commercials 
  Rapamycin  100mM  6hrs  Sigma 
  Curcumin  500nM  12hrs  Sigma 
  Resveratrol  5µM  12hrs  Sigma 
  Trehalose  100mM  6hrs  Sigma 
Proteasome 
inhibitor 
MG‐132  2.5µM  12hrs  Sigma 
Table 9. List of drugs used to analyze SMN protein level in MNs. 
9.	Western	blot	analysis		
Western blot  is an  important technique used  in cell and molecular biology. This technique 
used to identify specific proteins from a complex mixture of protein extracted from the cells. 













 Five µl of  loading buffer  (LB 5X)  (10% SDS, 50% glycerol, 250 mM Tris pH 6.8, 720 mM  
mercaptoethanol and Bromophenol Blue) was added  to 20 µl of  cell  lysates  (10‐50 of 
protein). The samples were heated at 95˚C for 5 minutes and centrifuged (10000 rpm for 5 
minutes). Samples were loaded at equal volume of protein  into the wells of SDS‐PAGE gel. 
The gels were  run at 15 A  for 20 minutes and  then  increased  to 20 A  to  finish  the  run  in 
about 1 hour. 
Transferring the protein from the gel to the membrane 
The PVDF membranes were activated  in methanol  for 5 minutes before  to  the  transfer of 
protein  from  the gel  to  the membrane. The membrane, blot papers and gel were kept  in 
transfer buffer for few minutes in shaker. The sandwich of transfer was made using blotting 










































































































































































































































































Smn‐deficient MNs  from degeneration, we decided  to establish an  in vitro model of SMA. 
Interference  of  RNA  represents  a  powerful  method  to  inhibit  gene  expression  at 
posttranscriptional  level, and  is an appropriate  tool  to generate an  in vitro model of Smn 
loss‐of‐function (Dykxhoorn et al. 2003). In our work, we used shRNA lentivirus construction 
to  reduce  the  expression  of  Smn  in  cultured MNs. MNs were  isolated  from mouse  12.5 
embryonic day (E12.5) and maintained in the presence of a cocktail of NTFs (1ng/ml BDNF; 
10ng/ml CNTF; 10ng/ml GNTF; 10ng/ml HGF) (Gou‐Fabregas et al. 2009). Three hours after 
plating,  the  lentivirus  construction  of  shSMN  (shRNA  SMN)  or  EV  (empty  vector)  were 






Figure  32.  Western  blot  analysis  showing  the  level  of  Smn  protein  expression  in  non‐treated  control,  EV 
(lentivirus control) and Smn reduced condition in different culture Days ‐3, ‐6, ‐9, ‐12. Membranes were blotted 
with  anti‐Smn  and  the  same membrane were  re‐bloted  against  α‐tubulin  considered  as  a  loading  control. 
Graph represents the percentage of Smn protein expression compared with tubulin (Garcera et al. 2011).   
Smn knockdown  conditions  show  the gradual decrease of Smn protein  level after  several 



















































































































































As  expected, Bcl‐xL  prevented  neurite  degeneration  caused  by  Smn  reduction. When we 
analyzed MN survival after 12 days, Bcl‐xL over‐expression suppressed the cell death caused 







To measure autophagy  level  in Smn reduced cells, LC3‐II protein expression  level was used 
as  a  marker  for  autophagosome  formation.  After  autophagy  activation,  free  form  of 
cytosolic  LC3‐I  is  converted  to  lipid  conjugated membrane‐bound  LC3‐II  that binds within 





















PI3K  complex  that participate  in  autophagosome  formation  (Liang et  al. 1998). Beclin1  is 

















































































































































































Beclin‐1  protein  level  in  MNs,  suggesting  that  Smn  reduction  causes  alteration  in  the 
autophagy process (Garcera et al. 2013).   
 
Figure 38. Smn protein  reduction deregulates autophagy  in spinal cord MN  in vitro. a. Representative  image 
shows  the MN  culture  from Day  8 WT  and mtSMA. Arrows  indicate  neurite  degeneration.  b. Western  blot 
analysis of Day 12 protein extracts from WT and mtSMA cultured MNs were probed with anti‐LC3‐II or anti‐Smn 
antibody. Membranes were re‐probed with an anti‐tubulin antibody as a loading control. C. Graph represents 
the  expression of  LC3‐II protein against  tubulin and  values are  corresponding  to  the quantification of  three 
independent experiments (*p<0.05 one way ANOVA test).  
1.4.	Smn	reduction	does	not	alter	autophagy	flux	
Alteration  in  autophagy  can be either by  increased  autophagosome  synthesis or  reduced 
lysosomal  degradation.  To  measure  whether  increased  autophagosome  synthesis  or 
reduced  autophagic  flux  causes  the  LC3‐II  increase  in  Smn‐reduced MNs,  cultures were 
treated  with  the  autophagy  inhibitor  Bafilomycin  A1  (  Yamamoto  et  al.  1998).  This 
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Autophagosome  can  be  recognised  by  double  membrane  formation  that  include 
cytoplasmic  material  like  mitochondria,  RER,  ribosomes  and  some  fragments  of  non‐









spinal  cords  (E15  and  E18)  from  SMA  Smn  (‐/‐);  SMN2 mouse.  Tails were  submitted  to 
genotyping  and  WT  and  mtSMA  spinal  cords  were  dissected  and  fixed  for  sample 
preparation. Immunodetection was performed using an antibody against LC3 protein. Cells 
were also stained using Nissl and Hoestch dyes. MNs were identified by evaluating location, 
size, morphology  and Nissl  staining  in  the  ventral  horn  of  spinal  cords.  The  use  of MN‐
specific markers  is  crucial  for proper  identification  since not  all  large neurons within  the 
ventral  spinal  cord  are MNs.  Large neurons have  abundant  rough  endoplasmic  reticulum 
(RER) which forms a bunch of aggregates, the Nissl granules. Nissl staining  is used to  label 
RER  in  neurons.  Hoechst  dye  is  membrane  permeable  and  stains  live  cells  through  its 
binding to an adenine‐thymine‐rich region of DNA in the minor grooves. To analyze the level 
of  LC3‐II  in WT  (n=20) and mtSMA  (n=20) MNs, we quantified  the number of  fluorescent 
spots in approximately 20‐25 neurons of each condition using Image J program.  MN specific 
areas were  selected  and  the  images were  submitted  to  Image  J  to  count  the number of 
fluorescent  spots bigger  than  0,5 µm.  The  level of  fluorescent  spots  in  E15  and  E18 was 













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































pathways  that  will  help  us  to  understand  the  physiopathology  of  SMA  disease.  In  this 
context, we reduced the Smn protein expression using RNA interference method.  
From  our  previous  results  we  have  showed  that  the  Smn  reduction  causes  neurite 
degeneration  and  MN  cell  death  in  a  later  stage.  The  neurite  degeneration  observed 
consists of  swelling and disruptions, and  the  cell death has not  the  features of apoptosis 
(Garcera et al, 2011). Similar results have been described in a cellular model of reduced Smn 
in  NSC34  MN‐like  cell  line.  Smn‐reduced  NSC34  cells  show  changes  in  the  soma  size, 
reduction of the number of somas bearing neurites, and mitochondrial dysfunction (Acsadi 
et  al.,  2009).    All  these  results  together  demonstrate  that  Smn  reduction  induce 
morphological changes that may be the origin of MN degeneration. 
SMN  is  present  throughout  neurites  and  growth  cones  (Zhang  et  al.,  2003).  Therefore 




neurite  degeneration  and  cell  body  changes may  be  parallel  events.  However, we  need 
more  experiments  to determine whether neurite degeneration  lead  to  cell death or  vice 
versa. Therefore,  from our results and others  (Hilliard 2009; King et al., 2009) we propose 
that elucidating  the mechanism/s  involved  in axon degeneration may be  important  in  the 
understanding of SMA disease.  
Regarding to the cell death observed in Smn‐reduced MNs, our previous work demonstrated 
that over‐expression of  the anti‐apoptotic protein Bcl‐xL was able  to prevent cell death  in 
these cells, without affecting Smn protein level. Bcl‐xL is a member of the BH3‐only family of 

















































































































































































































































































































































































































































autophagic  flux) or  if autophagic  flux  is  induced  (Gurney et al. 2015; Menzies et al. 2012). 
LC3‐II levels will decrease even if there is an increase in synthesis if the number of molecules 
generated  in  the  experimental  time‐frame  is  less  that  the  number  of  degraded.  To 
distinguish between different possible  interpretations of  increased or decreased  levels of 
LC3‐II, it can be measured under conditions where autophagosome degradation is blocked, 
for example,  in  the presence of  lysosomal protease  inhibitors. One  candidate  can be  the 
proton pump inhibitor BafA1 (Figure 64). 
 
Figure  64.  Theoretical  scenarios  for  measurement  of  LC3  flux.  The  effect  of  a  particular  compound  on 

























































































































































































































































































































































































































































degradation  (Lecker et al. 2006).  It has been described  that SMN can be ubiquitinated by 
Mib1 (Kwon et al. 2013) and degreaded by the proteasome (Chang et al. 2004). In our MN 
culture  system,  MG‐132  proteasome  inhibitor  treatment  increases  Smn  protein  level 
reinforcing the previosuly reported role of proteasome in SMN protein stability. Intracellular 
SMN  protein  level  includes  the  full‐length  functional  SMN  protein  (FL‐SMN)  and  the 
truncated ∆7SMN protein. FL‐SMN can oligomerize and form  large multiprotein complexes 
that are highly stable.  In contrast, ∆7SMN or SMN mutants are unable to oligomerize and 
they  have  a  shorter  half‐life.  But  SMN  and  ∆7SMN  can  associate  each  other  and  this 
association  stabilizes  ∆7SMN  protein  turnover  and  ameliorate  the  SMA  phenotype  by 
increasing  the  amount  of  oligomeric  SMN  (Le  et  al.  2005).  SMN  protein  stability  can  be 
manipulated pharmacologically by  regulating  its  incorporation  into  the SMN complex,  i.e., 
PKA  activation  inhibits  SMN degradation due  to  greater  incorporation of  SMN  into  SMN‐
Gemin  complex  (Burnett et al. 2009).  Identifying  compounds  that promote SMN  complex 
formation could provide a novel avenue for SMA therapeutics development.  
MG‐132  can  reduce  the  degradation  of  SMN  in  SMA  phenotype  and  promote  the  SMN 
increase  in MNs.  Even  the  results  support  that MG‐132  could  be  a  good  target  for  SMA 
treatment, one of  the  significant concerns about  the use of proteasome  inhibitors  is  that 






SMN  is a multifunctional protein present  in all cell types. Even SMA pathogenesis  is mainly 
related  to  spinal  cord  MNs  degeneration,  it  has  been  recently  evidenced  that  in  SMA 
patients and mouse models there are abnormalities in several cell types, tissues and organs 
aside from spinal cord MNs (Hamilton & Gillingwater 2013). The selective depletion of SMN 
in  mouse  MNs  led  to  a  dystrophic  phenotype  rather  than  full‐blown  SMA,  thereby 
demonstrating  that SMN  loss  in  cells and  tissues other  than MNs  is  required  to generate 


















































































































































































































































































































































































levels  of  SMN  protein.  Preclinical  studies  demonstrate  that  autophagy  inhibition  with 
hydroxychloroquine  augments  the  antimyeloma  efficacy  of  the  proteasome  inhibitor 
bortezomib and a phase  I  trial  combining both drugs  for  relapsed or  refractory myeloma 
have not  shown  toxic effects  (Vogl et al. 2014). Thus, combined  targeting of proteasomal 
and autophagic protein degradation  is  therefore  feasible and a potentially useful  strategy 
for improving outcomes in therapy. 
Autophagy	induction	increases	Smn	protein	level
Rapamycin  treatment  regulates  mTOR‐dependent  autophagy  after  nutrient  deprivation 
(Berger  et  al.  2006).  Rapamycin  induced  autophagy  also  reduces  the  neurodegeneration 
caused  by  toxic  accumulation  (Williams  et  al.  2006).  In  neurons,  the  axonal  trafficking  is 
much more important because the transport of various mRNA and protein along the axons 




protein  level.  We  also  used  mTOR‐independent  autophagy  inducers,  trehalose  and 
resveratrol, and increased level of Smn and LC3‐II were observed. Similar results have been 
described  in a cellular model of Smn  reduced PC12 cell  lines where Resveratrol  increases 
neurite elongation independent of SMN protein level. In SMA patient fibroblasts rapamycin 
treatment  increases  SMN protein  level  (Bora‐Tatar &  Erdem‐Yurter 2014;  Sakla &  Lorson 











the  membrane,  and  there,  it  becomes  activated.  Activated  calpain  has  a  number  of 
substrates  such  as  growth  factor  receptors,  cytoskeletal  proteins, microtubule‐associated 
proteins  and mitochondria,  for  different  cellular mechanisms  such  as  progression  of  cell 
cycle, differentiation, apoptosis, synaptic plasticity, CNS development in neurons (Sorimachi 
et  al.  1997;  Jánossy  et  al.  2004).    It  is well‐known  that  calpain  regulates  cell  survival  in 
response to Ca2+ signal and can be over‐activated under increased Ca2+ influx (Stifanese et 
al. 2010). Increased Ca2+  influx causes calpain activation and results  in MN cell death. This 
cell‐death effect can be counteracted using calpain  inhibitors  in MNs  (Gou‐Fabregas et al. 
2009). Deregulation  of  Ca2+  influx  results  in  calcium  overload,  and  subsequently  calpain 
over‐activation  forces  neurons  to  degeneration.  Calpain  activation  has  been  shown  as 
related  to  neuronal  damage  in  ischemia,  stroke,  and Alzheimer  and Huntington  diseases 
(Cowan et al. 2008; Shields et al. 2000).  In the present work, we demonstrate that calpain 
knockdown  increases Smn protein  level  into MNs. This result suggests  that calpain can be 




degeneration  (Park  et  al.  2013)  suggesting  the  importance  of  Ca2+  homeostasis,  calpain 
activity and SMN stability in MNs.  
Our results also show  that  inhibition of calpain  increases autophagy  in MNs.  It has 
been  also  evidenced  that  calpain  inhibition  activates  autophagy  to  protect  cells  against 
toxicity  (Williams  et  al.  2008a; Menzies  et  al.  2014)  .  Calpain  reduced  activity  decreases 
protein cleavage and can induce toxic protein accumulation. This protein accumulation can 
be  cleared  by  an  increased  autophagy  process(Webb  et  al.  2003)  (Berger  et  al.  2006). 
Therefore, when calpain activity  is reduced protein clearance  is activated by autophagy as 
alternative process. In our hands, NH4Cl treatment of calpain knockdown cells, reduced the 
levels  of  SMN  protein  suggesting  that  NH4  treatment  induces  proteasome  activity  and 
degradation  of  SMN  even  in  the  presence  of  reduced  levels  of  calpain.  Thus, 





In  the present work we demonstrate  that  in MNs,  SMN protein  level  is  regulated 
through proteasome, calcium activated calpain and autophagy process. Alteration of these 

























































































1. Smn  knockdown  causes  an  increase of  the  autophagosome marker  LC3‐II  and  the 
autophagy  inductor  Beclin  1.  Elevated  levels  of  these  two  proteins  indicate  an 
increase of the autophagy activity in cultured spinal cord MNs with low levels of Smn 





not  altered  in  Smn‐reduced  MNs  suggesting  an  increase  of  autophagosome 
formation in this cellular model 










8. Treatment  with  the  inhibitor  of  the  autophagosome  formation  3‐MA  does  not 
increase  LC3‐II  level. However,  the  same  treatment  induces  Smn  increase  in  non‐
transgenic and SMA transgenic cultured spinal cord MNs  
9. The mTOR‐dependent  autophagy  activators  rapamycin  and  curcumin  induce  both 
LC3‐II  and  Smn  protein  level  increase  in  cultured  spinal  cord  MNs.  The  mTOR‐
independent autophagy activators  trehalose and  resveratrol also  induce LC3‐II and 
Smn increase. 
10. Calpain  knockdown  increases  Smn  protein  level  in  MNs.  The  addition  of  the 
autophagy inhibitor NH4Cl prevents Smn increase. 
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